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POSTES DE S^CURITE MICROBIOLOGIQUE UTILISABLES EN 
ASSISTANCE MEDICALE A LA PROCREATION 



L'invention concerne le domaine des postes de securite microbiologique (ci- 
apres designes par I'acronyme PSM). permettant la manipulation 
d'6chantiilons microscopiques sous controle visuel. L'invention porte plus 
particulierement sur des PSM adaptes a la manipulation de materiel 
biologique, et en particulier a la fecondation in vitro (FIV). sans etre toutefois 
limites a ce domaine d'application. 

Les manipulations de materiel biologique necessitent le plus souvent des 
moyens de protection des echantillons manipules et/ou du manipulateur vis- 
a-vis des risques microbiologiques. Ces manipulations sont done, en g6n6ral. 
effectuees dans des hottes a flux laminaire de type horizontal ou vertical. 

Les hottes ^ flux laminaire horizontal sont des enceintes ou i'air provient de 
la partie postdrieure de la hotte et se dirige horizontalement vers la partie 
anterieure de celle-ci. qui est largement, voire entierement ouverte. Le 
manipulateur est place devant cette partie ouverte. et se trouve par 
consequent expos6 aux projections provenant du pr^levement qu'il est en 
train de manipuler et/ou traiter. Dans cette configuration, le manipulateur 
n'est done pas protege des contaminations eventuelles. 

La protection du manipulateur est assuree dans les postes de securite 
microbiologique (PSM), dont le modele le plus simple (PSM de type I) 
presente un flux d'air entrant dans la hotte et un systeme de filtration de I'air 
expulse. En revanche, les echantillons manipules dans les PSM de type I ne 
sont pas proteges. 
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Dans les hottes a flux laminaire vertical, le flux provient du plafond de la hotte 
et descend vers le plan de travail. Sur la partie anterieure de ces hottes 
existe une vitre protectrice pour eviter les projections hors de celle-ci. Ces 
hottes constituent done des postes de securite microbiologique, puisqu'elles 
protegent le manipulateur. Les hottes a flux laminaire vertical appartiennent a 
la categorie des PSM de type II, definis en ce qu'ils assurent la protection du 
prelevement, du nnanipulateur et aussi de renvironnement, lorsqu'ils sont 
equipes d'un systeme de filtration de Tair expulse. 

Certains types de manipulations microbiologiques necessitent une 
observation agrandie de Techantilldn manipule. et done Tutilisation d'une 
loupe binoculaire ou d'un microscope. Lintroduction d'un tel dispositif optique 
dans une hotte a flux laminaire perturbe le flux, et done diminue Tefficacite 
de la hotte. L'utilisation d'une loupe binoculaire ou d'un microscope sous une 
hotte a flux vertical est particullerement difficile (voire impossible), du fait de. 
la vitre protectrice situee sur la face avant de la hotte. De plus, I'introduction 
de materiel dans I'espace de travail d'une hotte nuit a la facilite de nettoyage 
dudit espace de travail et contribue a augmenter les risques de 
contamination entre differents echantillons manipules. 

Les PSM et hottes a flux laminaire horizontal actuellement disponibles ne 
permettent done pas de manipuler des echantillons biologiques sous 
controle visuel a travers un dispositif optique grossissant, dans des 
conditions assurant la securite microbiologique de rechantillon et du 
manipulateur et permettant en outre un nettoyage facile de I'espace de 
manipulation. 

La presente invention a pour but de resoudre une partie au moins des 
inconvenients precites . 
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La presents invention porte sur un poste de securite microbiologique (PSM), 
comportant des parois d^fmissant un espace de travail, et dans lequel on 
prevoit un dispositif optique plac6 en-dehors de Tespace de travail, et 
pennettant robservation d'un echantillon dans au moins une zone de 
respace de travail par une fenetre transparente solidaire de Tune desdites 
parois. 

Dans une realisation particuliere de Tinvention, le PSM comprend une platine 
P propre a recevoir rechantillon dans la zone d'observation de I'espace de 
travail, la platine comportant une fenetre transparente F1 permettant 
I'eclairage et/ou I'observation de I'echantillon. 

En outre, le plancher de I'espace de travail d'un PSM selon I'invention peut 
comporter une ou plusieurs zones equip^es de moyens de regulation de 
temperature de maniere a etre thermostatees a une temp6rature comprise 
entre 20 et 45 °C, et en particulier a 37X +/- 0.2°C. En particulier. la platine 
P mentionnee ci-dessus peut §tre equipee d'un tel dispositif de regulation de 
temperature. 

Dans les PSM de invention, le dispositif optique d'observation comprend, de 
preference, des moyens d'Sclairage propres a eclairer I'echantillon dans la 
zone d'obseivation, et des moyens de collection de lumiere permettant 
I'observation d'un echantillon dans cette zone d'observation. Tous ces 
moyens peuvent §tre situes sous le plancher de I'espace de travail, de fagon 
a eclairer et observer I'echantillon par en-dessous. a travers la fen§tre F1 de 
la platine. Altemativement. tout ou partie des moyens d'eclairage et/ou de 
collection de lumiere peuvent etre situes derri^re une ou plusieurs autres 
fenetres prevues dans au moins I'une des parois. par exemple dans la parol 
superieure (plafond), placees en regard du plancher. 
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Le dispositif de collection de lumiere du PSM de I'invention comporte, de 
preference, une camera autofocus. Afin d'observer des echantillons 
microscopiques, cette camera est preferentiellement agencee pour assurer 
plusieurs grossissements de Timage entre 10 et 1000, en particulier entre 10 
5 et 400, et le cas echeant, seulement entre 10 et 70. 

Dans une realisation preferee du PSM de invention, le dispositif optique de 
collection de lumiere (par exemple, la camera autofocus) comporte en outre 
des moyens de mise au point fine a chaque grossissement, qui peuvent etre 
avantageusement pilotes a partir d'un tableau de bord situe en-dehors de 
10 Tespace de travail et/ou solidaire de Tune des parois definissant Tespace de 
travail. Par exemple, ce tableau de bord peut etre situe sur la face avant, a 
Texterieur de la hotte, ou sous forme de boutons ou de touches a commande 
tactile formees sur un ecran, incorpores au piancher de la hotte, par exemple 
a gauche du poste de travail et d'observation. 

15 Le dispositif de collection de lumiere du PSM de invention est; de 
preference, relie a un dispositif d'enregistrement des images collectees, 
comme par exemple un ordinateur equipe de moyens de stockage de 
donnees, tel qu'un disque dur ou un support d'enregistrement amovible. 

Dans une realisation preferee, le PSM de invention peut comporter un ecran 
20 E d'observation, solidaire de Tune des parois definissant Tespace de travail, 
ledit ecran permettant a I'operateur de visualiser les images collectees par le 
dispositif de collection de lumiere. Get ecran d'observation peut §tre, par 
exemple, un ecran plat integre a la parol posterieure de Tespace de travail. 

Dans une realisation particuliere de ('invention, le PSM peut comporter, en 
25 outre, une zone de gazage des echantillons, comportant une arrivee de gaz, 
une enceinte permettant le confinement du gaz, et un dispositif de connexion 
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reliant I'arrivee de gaz ^ Tenceinte. De maniere preferee. I'enceinte et le 
dispositif de connexion sont facilement demontables. et de maniere encore 
preferee. I'enceinte et le dispositif de connexion sont des pieces rapportees 
de type consommables. Dans cette realisation de I'invention. rarriv6e de gaz 
est preferentiellement int6gr6e ^ Tune des parois verticals definissant 
l espace de travail, et I'enceinte est une cloche transparente. reliee a I'arrive 
de gaz par un tuyau. Le dispositif de connexion reliant I'arrivee de gaz a 
I'enceinte peut avantageusement comporter une collerette protectrice 
destin6e a proteger I'arrivee de gaz des projections. 

Selon un autre mode de realisation, le PSM de I'invention comprend un 
dispositif de saisie de donnees. Ce dispositif de saisie peut consister en un 
clavier tactile solidaire du plancher de la hotte et relie a un ordinateur. 
Altemativement. le clavier tactile peut §tre situe en-dehors de I'espace de 
travail, sur la face avant de la hotte. Le cas 6cheant, une feuille de donn§es 
en cours de saisie peut §tre visualisee sur I'ecran E mentiqnne ci-dessus, ou 
sur une portion de cet ecran. Altemativement, un deuxi^me ecran specifique 
peut etre integre a une paroi de I'espace de travail. 

Le plancher et les parois verticals definissant I'espace de travail d'un PSM 
selon I'invention sont preferentiellement planes et constituees de materiaux 
lisses. lavables et resistant aux produits d'entretien utilises dans les 
laboratolres. tels que les produits contenant des ammoniums quatemaires ou 
les virucides les plus puissants. Altemativement et/ou de maniere 
complementaire, le plancher est constitu6 d'un ou plusieurs elements 
demontables jetables ou sterilisables par autoclave. 

D'autres caract^ristiques et.avantages de I'invention apparaTtront a I'examen de 
la description detaill§e ci-apres, et des dessins annexes, sur lesquels : 

- la figure 1 est une vue en perspective tres schematique d'un poste de 
securit§ microbiologique (PSM) selon I'invention, 
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- la figure 2 detaille de fagon schematique une partie du dispositif optique 
du PSM de la figure 1 , et 

- la Figure 3 represente un exemple de realisation de clavier de saisie des 
donnees. 

L'objet de la presente invention est un PSM (tel que defini dans Tintroduction), 
comprenant plusieurs elements cooperant de fagon originate pour pernnettre 
une manipulation aisee et sous controle visuel, d'objets microscopiques, 
dans des conditions assurant la protection des objets manipules et du 
manipulateur vis-a-vis des risques microbiologiques. Cette invention peut 
etre utilisee pour tous les types d'applications , necessitant la protection 
microbiologique des objets manipules et/ou du manipulateur A titre 
d'exemples, on peut citer la confection de petit materiel sterile, la recherche 
en biologie ou en therapie cellulaire (par exemple, pour la preparation de 
cornees destinees a etre greffees), et la manipulation d'embryons ou de 
cellules souches. Un domaine d'application privilegie de cette invention est la 
fecondation in vitro. 

Les techniques d'Assistance Medicale ^ la Procreation (AMP) ont pour enjeu 
la conception d'etres humains. Elles sont aussi appliquees dans le domaine 
veterinaire. 

La Fecondation In Vitro (FIV) a pour but d'assurer la rencontre entre 
Tovocyte (gamete feminin) et le spermatozoide (gamete masculin) en dehors 
de Torganisme {in vitro). 

Les differentes etapes biologiques de la FIV sont reparties sur plusieurs jours 
(Ji): 
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> aJO ■ preparation des spermatozoides 

. recherche des ovocytes dans les liquides folllculaires 
contenus dans des seringues 

• mise en culture des ovocytes 

. insemination : mise en contact dans les boites de culture 
des spermatozoides avec les ovocytes. 

> a J1 les ovocytes sont d^barrasses. un a un. de leurs cellules 

environnantes (decoronisation). pour permettre I'examen 
microscopique des signes de fecondation (presence des 

Pronoyaux). 

> aJ2ouJ3 ■ observation des premiers stades du developpement 

embryonnaire 

- replacement d'une partie des embryons dans la cavite 
uterine de la patiente a I'aide d'un petit catheter. 

une grande rigueur doit accompagner ces operations, notamment dans le 
domaine de la securite sanrtaire. Les manipulateurs doivent en effet evter la 
contamination des gametes qui leur sont conf.es. assurer une culture 
embryonnaire sterile sur le plan infectieux. et 6viter les contam.nat,ons 
croisees entre prelevements. 

Pour atteindre ces objectifs, les differentes stapes des procedures de 
fecondation in vitro se font de fagon sterile, classlquement sous une hotte a 
flux laminaire. Le flux laminaire des hottes a pour but d'emp^cher 
nntroduction d'elements etrangers potentiellement contaminants dans la 
zone de travail. Pour une efT.cacite optimum, la zone de manipulation do.t 
etre depourvue d'objets perturbant le flux. 
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Cependant, la recherche des ovocytes (de diametre de 150 |jm), 
rinsemination, la decoronisation et le chargement du catheter de transfert ne 
peuvent s'effectuer que sous controle de la vue, effectue actuellement par le 
biais d'une loupe binoculaire. 

En consequence, pour toutes les etapes de la FIV, sauf pour la preparation 
des spermatozoTdes, qui ne necessite pas de controle microscopique, les 
praticiens ont besoin de placer une loupe binoculaire sous urie hotte, afin de 
travailler dans des conditions d'asepsie correcte. Malheureusement, comnne 
cela a ete explique plus haut, Tutilisation d'une loupe binoculaire est 
incompatible avec Tutilisation d'une hotte a flux laminaire vertical. En 
pratique, les etapes necessitant un controle visuel microscopique sont 
effectuees en plagant une loupe binoculaire sous une hotte a flux horizontal, 
ce qui pose trois types de problemes : premierement, le manipulateur n*est 
pas protege ; deuxi6mement, le flux est perturbe, ce qui diminue Tefficacite. 
de la hotte et done le degre de protection de rechantillon ; troisiemement, le 
nettoyage de la hotte (et de la loupe binoculaire) apres manipulation d'un 
echantillon est long et difficile. 

Dans le cadre de la FIV, le manipulateur a besoin d'etre protege pour, au 
moins, trois raisons : 

■ Tout prel§vement d'origine humaine doit §tre considere a priori comme a 
risque infectieux ; 

■ II existe des gestes a risques de contamination, comme la projection 
possible de liquides biologiques lors de I'examen des liquides folliculaires, 
liquides qui sont assez souvent sanglants ; 
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■ Enfin, certaines legislations tendent a ecarter les patients atteints de 
certaines maladies des protocoles d'assistance medicale a la procreation. 
Par exemple, en France, la loi de Bioethique du 24 juillet 1994 oblige les 
praticiens a controler les serologies HIV, hepatites B et C et syphilis de 
tous les patients devant beneficier d'une AMP. Les patients infectes ne 
sont plus pris en charge. 

La pression des couples dont Tune au moins des personnes est infectee par 
un des virus vises ci-dessus (hepatite B, hepatite C, VIH. syphilis) est 
devenue telle que des protocoles de recherche de prise en charge des 
patients ou des patientes infectes se sont nnis en place. Dans certains 
hopitaux, comme par exemple a rHdpital Cochin (Paris, France), des couples 
serodifferents pour le virus du sida sont pris en charge, dans le cadre d'un 
protocole finance par TANRS (Association Nationale de Recherche contre le 
Sida). Cette prise en charge concerne les couples ou le patient est 
seropositif et la patiente seronegative. Les couples ou la patiente est 
seropositive ne sont pas pris en charge a cause du risque de contamination 
des manipulateurs lie au fait que lesdits manipulateurs travaillent sous hotte 
a flux laminaire horizontal pour les etapes de manipulation des gametes 
feminins. En outre, certains laboratoires d*AMP ne prennent pas en charge 
les couples infectes par le virus de Thepatite C, pour les memes raisons. 

Pour pouvoir repondre a ces demandes et pour la protection du 
manipulateur, il est done indispensable de travailler, pour toutes les etapes 
des AMP, dans des postes de securite microbiologique (PSM), par exemple 
sous des hottes a flux laminaire vertical. 

Par ailleurs. la prise en charge de patients seropositifs pour un virus 
dangereux implique que Tespace de travail dans lequel les echantillons sont 
manipules, soit systematlquement et parfaitement sterilise apres le traitement 
de chaque echantillon. En effet, il faut absolument eviter les contaminations 
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nosocomiales entre les patientes prises en charge dans les protocoles 
d'AMP. De telles contaminations ont ete decrites (Lesourd et at.. Human 
Reproduction, 2000, Vol.15 n'' 5, pp 1083-1085), soulignant Tattention qu'il 
convient de porter a ce probleme. 

Ce type de contamination nosocomiale peut provenir principalement de deux 
origines : 

■ En premier lieu, une contamination inter-echantlllons peut provenir du 
manipulateur (suite a une projection d'un 6chantillon contamine sur sa 
blouse, par exemple), ou d'objets utilises par le manipulateur, tels que 
crayons ou cahier d'observations. 

■ La deuxieme cause possible d'une contamination inter-echantlllons est un 
nettoyage imparfait de la hotte et de son contenu. Le risque de 

• contamination par la hotte et les instruments utilises sous la hotte est 
d'autant plus eleve que I'espace de travail est encombre par de nombreux 
objets, et que ces objets sont d'une geometrie complexe. AInsi, une lo^upe 
binoculaire, comportant notamment un plateau, plusieurs objectlfs, des 
lampes et des molettes de reglage, est un instrument particulierement 
long et difficile a nettoyer de fagon a assurer sa sterilite. 

En pratique, si le nettoyage complet de la hotte necessite un temps long, 
incompatible avec les contraintes liees au nombre d'echantillons a traiter 
chaque jour sur un poste. ce nettoyage sera effectue de maniere Imparfaite. 
L'encombrement de i'espace de travail par des objets necessaires aux 
manipulations est done genant a double titre : d'une part, il nuit a Tefficacite 
de la hotte en perturbant les flux laminaires, et d'autre part, il rend la 
sterilisation de la hotte longue et difficile, et en pratique souvent imparfaite. 
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Dans ce contexte, il existe done un besoin important d'un poste de securite 
microbiologique adapts aux besoins de la FIV. c'est-a-dire assurant la 
protection simultanee de r6chantillon. du manipulateur et de Tenvironnement. 
et permettant Tobservation microscopique des gametes et des embryons. 
tout en reduisant le risque de contaminations croisees. Les contraintes Ii6es 
a la nature des manipulations dans la FIV se retrouvent dans les 
manipulations d'autres 6chantillons biologiques, notamment les 
manipulations impliquant des cellules humaines ou animates pour la 
recherche, la therapie cellulaire. la therapie genique. ou la recherche sur les 
embryons. Un poste de securite adapts a la FIV est done approprie aux 
autres manipulations precitees. Idealement, un tel PSM sera facile et rapide 
a nettoyer et ne necessitera pas I'introduction sous la hotte de materiel autre 
que du materiel consommable ou le cas echeant sterilisable par autoclave. 

Le PSM de I'invention permet de r^pondre a au moins une partie de ces 
contraintes. En effet. un point essentiel et original du PSM de Invention est 
I'integration. dans le corps du PSM. de tout le materiel necessaire ^ la 
fecondation in vitro, et notamment du systeme optique. afin de depouiller au 
maximum I'espace de travail pour obtenir un bon niveau de protection de 
I'echantillon et du manipulateur, mais aussi pour que I'interieur de la hotte 
soit rapidement et entierement nettoyable entre chaque echantillon. reduisant 
ainsi le risque de contamination entre les prelevements. 

Le PSM de I'invention peut §tre un PSM de type I. II. ou meme 111. Les PSM 
de type III sont des enceintes en atmosphere confinee maintenue en sous- 
pression, dans lesquelles les manipulations sont effectuees par le moyen de 
gants scell6s ^ I'enceinte. L'integration de materiel optique au corps d'un tel 
PSM fait partie de la pr^sente invention. De mani§re generate, I'integration 
de materiel optique au corps de n'importe quel poste de securite 
microbiologique. de mani§re d obtenir un espace de travail le plus degage 
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possible, fait partie de I'invention. De maniere preferee, le PSM est de type II, 
par exemple une hotte a flux laminaire vertical. 

Dans une realisation preferee du PSM de Tinvention, illustree a la figure 1, 
Tespace de travail est definl par le plancher 1 de la hotte, des parois laterales 
5 verticales 2, le fond 3 de la hotte, son plafond 4, et une vitre protectrice 
anterieure 5. II comprend en outre une platine 6 propre a recevoir 
rechantillon dans une zone d'observation de I'espace de travail, ladite platine 
comportant une premiere fenetre transparente 7 permettant Teclairage et/ou 
Tobservation dudit echantillon. 

10 Dans cette realisation de Tinvention, le dispositif optique d'observation 
comprend des moyens d'eclairage 8 propres a eclairer rechantillon dansJa 
zone d'observation, et des moyens de collection de lumiere 9 permettant 
Tobservation d'un echantillon place dans cette zone. 

Le dispositif optique est de preference un systems video, permettant de 
15 stocker des images, par exemple une camera autofocus 9 reliee a un 
dispositif d'enregistrement des images, tel qu'un ordinateur 17 equipe de 
moyens de stockage des donnees 18. Les cameras peuvent etre de type 
numerique ou analogique. De maniere preferee, le systeme video comprend 
essentiellement un bloc optique 9 pour la collection des photons issus de la 
20 zone d'observation et un systeme de pilotage des differents reglages, pour la 
focale, Teclairage 8 et le grossissement. Ce bloc optique peut etre inverse 
pour permettre une fixation sous le plan de travail 1 (plancher de la hotte). La 
majorite des gestes techniques se font a des grossissements relativement 
faibles (de 10 a 70 environ). Cependant, un systeme optique plus performant 
25 permettant des grossissements jusqu'a 400 ou plus, peut etre utilise pour 

observer les zygotes a J+1 et les embryons, a J+2 ou J+3, voire jusqu'a J+6. 
A cet effet, une camera tri CDD 14 pouce peut etre utilisee pour observer sur 
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un ecran 11 de 17" (pouces) un objet de 125 ^m sous une taille d'environ 
100 mm. 

Alternativement, d'autres types de dispositifs de collection d'image peuvent 
etre utilises. A titre d'exemple, mais de maniere non restrictive, on peut citer 
5 les barrettes de dispositif a couplage de charge (plus connues sous 
Tacronyme anglais CCD). 

L'element optique 9 peut etre place sous le plancher 1 de la hotte, en regard 
d'une fenetre transparente 7 de preference integree dans la platine 6, 
comme cela est represents sur les figures 1 et 2. Egalement de preference, 
10 la platine 6, situee autour de cette fenetre 7, est une zone chauffante. 

D'autres dispositions du systeme optique sont envisageables. Par exemple, 
une partie au moins des moyens d'eclairage et/ou de collection de lumiere 
peut etre situee derriere une ou plusieurs fenetres solidaires de Tune au 
moins des parois et distinctes de la fenetre 7. En particulier, certains 
15 elements, notamment les moyens de collection de lumiere, peuvent etre 
places au niveau du plafond 4 de la hotte, en regard de la zone 
d'observation. 

Dans un exemple particulier de realisation de Tinvention, Tensemble de la 
zone d'observation est eclaire par un dispositif 8 dit de « longue frontale », 

20 par adjonction d'un condenseur plac6 a environ 182 mm de Techantillon. Ce 
systeme comporte une fibre optique fixee a I'extremite d'un tube inox, lui- 
m§me solidaire de la parol du poste de travail. Le generateur de lumiere a 
par exemple une puissance de 150 W, et il est de preference reglable. Bien 
entendu, tout autre moyen d'6clairage connu de I'homme du metier peut §tre 

25 utilise pour eclairer la zone de manipulation et d'observation de rechantillon. 

Dans une realisation particuliere de Tinvention, le pilotage de Tensemble de 
I'appareii est execute depuis un pedalier situe au sol sous le poste de travail, 
afin de diriger les differents reglages par pression sur les pedales affectees a 
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chacune des fonctions. Le systeme de motorisation comprend par exemple 
trois paires de pedales placees sur un support incline : 

- 2 pedales pour la mise au point 

- 2 pedales pour le zoom 

- 2 pedales pour reclairage. 

Bien entendu, des systemes de commande autre que les pedales sont 
envisageables. Par exennple, le reglage fin de la mise au point peut etre 
effectu6 par des touches actionnables par les doigts au niveau d'un tableau 
de bord 10, place sur Tavant de la hotte. a gauche de la zone d'observation 
de Techantillon, comme cela est Indique dans la figure 1 . Les reglages du 
zoom et de Teclairage peuvent aussi etre effectues a partir de ce tableau de 
bord. 

Le cas echeant, un boitier de commande, place en dehors de la hotte, 
comprend un dispositif de reglage de la vitesse des motorisations, par 
exemple un potentiometre (ce reglage devra etre fait preferentiellementavant 
que Toperateur n'introduise ses mains dans le flux). 

De maniere preferee, le PSM de invention comporte un ecran d'observation 
11 solidaire de Tune des parois definissant Tespace de travail, ledit ecran 
permettant de visualiser les Images collectees par le dispositif de collection 
de lumiere 9. De maniere encore preferee, I'ecran d'observation 11 est un 
ecran plat solidaire d'une des parois verticales 2 ou 3 de la hotte, par 
exemple de la parol posterieure 3 de Tespace de travail, derriere la zone 
d'observation de Techantillon. 

Par ailleurs, il existe d'autres imperatifs generaux afin d'assurer une qualite 
optimum de la technique de FIV. En premier lieu, la temperature des 
manipulations doit etre maintenue autour de 37°C, ce qui implique un plan de 
travail thermostate a environ 37°C. Dans cette optique, le plancher 1 de 
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I'espace de travail peut comporter une ou plusieurs zones equipees de 
moyens de regulation de temperature, de maniere a etre thermostatees a 
une temperature comprise entre 20 et 45 "C, en particulier a 37X +/- 0,2°C. 
En particulier, la platine 6 peut §tre 6quipee de tels moyens de regulation de 
sa temperature. II peut s'agir. par exemple, de resistances chauffantes 
placees sous la platine 6. et par consequent a I'exterieur de I'espace de 
travail. Le cas echeant, la totality du plancher de I'espace de travail peut §tre 
thermostatee. 

Une autre contrainte importante dans le cas de la FIV est de maintenir le pH 
des milieux de culture aux alentours de 7 - 7,2. pour ne pas alterer la 
viability des gametes et des embryons. Ces cellules ne tolerant pas bien des 
tampons de type Hepes. le pH est maintenu par la presence de bicarbonate 
dans les milieux de culture et un systeme de gazage a 5% de CO2 pour 
equilibrer ces milieux. Entre deux manipulations sur un echantillon. cet 
echantillon est done de preference place dans une enceinte 13 maintenue a 
environ 5% de CO2. Cette enceinte 13 peut par exemple' etre constitu6e 
d'une cloche reliee a une arriv^e de gaz 12 par un tube 14. Afin de reduire le 
risque de contaminations inter-echantillons mentionne plus haut, cette cloche 
peut etre remplacee apres traitement des echantillons de chaque patient. 
Dans ce but, on peut envisager soit des cloches autoclavables (par exemple. 
en ven-e), qui doivent §tre systematiquement sterilisees apres usage, soit 
des cloches a usage unique, par exemple des consommables en plastique 
fin. Le tube 14 est preferentiellement a usage unique, mais il peut aussi etre 
reutilisable apres sterilisation par autoclave ou par tout autre moyen connu 
de I'homme du metier. 

Un aspect de invention conceme une collerette de protection 15. destinee a 
proteger I'arrivee de gaz 12 des projections possibles de liquide biologique 
ou d'aerosols. En effet, une arrivee de gaz constltue inevitablement une 
rupture du plan de la parol dans laquelle elle est integree, et peut done etre 
delicate a nettoyer. 
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Des outils et des protocoles permettant de reduire le nombre d'objets 
necessaires dans la hotte lors du traitement de chaque echantillon sont 
egalement proposes, toujours dans le but de linniter le risque de 
contamination nosocomlale entre echantlllons et/ou patientes. Ainsi, un 
systeme de saisie des donnees observees, destine a remplacer Tactuelle 
« feuille de paillasse », peut etre integre au PSM. L'enregistrement des 
donnees doit pouvoir se faire sans passer par rintermediaire d'un clavier 
classique, qui ne repond pas aux regies de securite sanitaire. Plusieurs types 
de moyens de saisie des donnees peuvent etre envisages. Une premiere 
possibilite est d'integrer dans le plan de travail de la hotte un clavier tactile 
16, compose de touches predefinies. Une deuxieme possibilite consiste a 
utiliser un ecran ou apparaissent des touches predefinies, sur lesquelles on 
peut diriger un pointeur. L'ecran est de preference solidaire d'une des parois 
du PSM. II peut s'agir par exemple de Tecran d'obsen/ation (11) ou d'une 
fenetre active de celui-ci. Alternativement, il peut s'agir d'un ecran distinct de 
(11). Les mouvements du pointeur et I'activation des touches peuvent etre 
effectues a partir d'une aire de controle du pointeur, plus connue sous la 
terminologie anglaise « track pad », ou, plus generalement. par tout moyen 
connu sous le nom de « souris ». Tout autre moyen connu de I'homme du 
metier peut aussi etre utilise pour la saisie des donnees concernant les 
echantlllons traites. 

Ces moyens de saisie des donnees (ecran tactile, track pad ou autre) sont, 
par exemple, situes a gauche du systeme optique (contrairement a ce qui est 
represents a la figure 1). Une possibilite de « desactivation » des moyens de 
saisie doit etre prevue pour eviter Tentree de donnees aberrantes lors du 
nettoyage du plan de travail de la hotte. Une liste possible des touches 
predefinies d'un clavier 16 est donnee ci-apres : 

Touches des jours : J1 J2 J3 J4 J5 J6 

Chiffres 

Touche de visualisation de la feuille de paillasse 
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Touche de validation 
Touclies pr§d6finies : 

Ovocyte 

Pellucide vide 

Ovocyte atr6tique 

VG 

M1 

IVI2 

OOP 

1GP 

2GP 

OPN 

1PN 

2PN 

3PN 

Sup 3PN 
Granuleux 
Vacuole 
(Type) A 
(Type)B 
(Type) 0 
(Type) D 
Morula 

IVIorula compact6e 
D^but de cavitation 
Blastocyste 
Blastocyste expans6. 

Un exemple d'agencement des touches d'un tel clavier est iliustre sur la 
figure 3. 
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Le systeme de saisie des donnees peut etre relie a un poste informatique du 
laboratoire, a partir duquel sont rentrees Tidentite des patients, associes aux 
echantillons a traiter, et lea caracteristiques de la tentative. Le dossier du 
couple auquel appartient rechantillon a traiter, peut etre appele et visualise 
au niveau de Tecran de la hotte, par exemple par rintermediaire du numero 
de la tentative. Ce numero peut comprendre 6 chiffres (ex: 990123). Le 
clavier peut done contenir aussi des touches numeriques. 

Deux cas sont a envisager ; 

1 . la camera ne permet pas d'observer les zygotes et les embryons 

2. la camera permet d'observer les zygotes et les embryons. 

Dans le premier cas, Tenregistrement des donnees se fait sur une seule 
journee. 

Lorsque le manipulateur appuie sur une touche predefinie du clavier 16, la 
donnee correspond ante Sanscrit sur la feuille de paillasse. Une touche de 
visualisation de la feuille de paillasse permet de la faire apparaitre a Tecran 
1 1 en cas de besoin, le cas echeant dans un espace predefini de I'ecran. 

Dans le second cas, ou la camera permet d'observer les zygotes et les 
embryons, des touches de jour sont necessaires. 

L'enregistrement des donnees se fait en effet sur plusieurs Jours (de 3 a 8 
jours). 

II faut done pouvoir rappeler la feuille de paillasse du couple correspondant 
pour continuer a entrer les donnees. Par exemple, le numero de la tentative 
permet de faire apparaitre la feuille de paillasse, la touche correspondant au 
jour (ex : J1 ou J2) permet Tentree des donnees dans la bonne colonne. Des 
donnees num6riques peut etre entrees dans des cases de la feuille de 
paillasse, comme par exemple la quotation pour la survie des 
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spermatozo'ldes a 24 heures. Un exemple de clavier de saisie possible est 
represente a la Figure 3. 

Les parois 1 , 2, 3. 4 et 5, d6finissant I'espace de travail, sont de preference 
planes et constituees de materiaux lisses, lavables et resistant aux produits 
5 d'entretien, tels que les produits ojntenant des ammoniums quaternaires ou 
les virucides les plus puissants. Alternativement et/ou de maniere 
complementaire, le plancher est constitue d'un ou plusieurs Elements 
d^montables et jetables ou sterilisables par autoclave ou par tout autre 
moyen. 
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REVENDiCATIONS 

Poste de securite microbiologique (PSM), comportant des parois (1- 5) 
definissant un espace de travail, caracterise en ce qu'il comprend un 
dispositif optique place en-dehors de I'espace de travail, et permettant 
robservation d'un echantillon dans au moins une zone de Tespace de 
travail par une fenetre transparente solidaire de Tune desdites parois. 

PSM selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend une 
platine (6) propre a recevoir Techantillon dans ladite zone 
d'observation de I'espace de travail, ladite platine comportant une 
premiere fenetre transparente (7) permettant Teclairage et/ou 
robservation dudit echantillon. 

PSM selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce le 
plancher (1) de I'espace de travail comporte une ou plusieurs zones 
equipees de moyens de regulation de temperature, de maniere a etre 
thermostatees a une temperature comprise entre 20 et 45 ""C, en 
particulier a 37^C ± 0,2 °C. 

PSM selon Tune des revendications 2 et 3, caracterise en ce que la 
platine (6) est equipee de moyens de regulation de temperature, 
permettant de fixer la temperature au niveau de sa surface entre 20 et 
45 ^C. en particulier a 37°C ± 0,2 °C, 

PSM selon Tune des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le 
dispositif optique d'observation comprend des moyens d'eclairage (8) 
propres a eclairer I'echantillon dans la zone d'observation, et des 
moyens de collection de lumlere (9) permettant robservation d'un 
echantillon place dans cette zone. 
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PSM selon la revendication 5, caracterise en ce que le dispositif de 
collection de lumiere (9) comporte une camera autofocus. 

PSM selon la revendication 5 ou 6. caracterise en ce que le dispositif 
de collection de lumidre est place sous la premiere fen§tre (7) de la 
platine (6). 

PSM selon la revendication 5 ou 6, caracterise en ce que tout ou 
partie des moyens d'eclairage et/ou de collection de lumiere sont 
situes derridre une ou plusieurs fenetres distinctes de la premiere 
fen§tre (7) et solidaires de I'une au moins des parois, en particulier de 
la parol superieure (4). 

PSM selon I'une quelconque des revendications 5 a 8, caracterise en 
ce que le dispositif de collection de lumiere (9) est agence pour 
assurer plusieurs grossissements de I'image entre 10 et 1000, en 
particulier entre 10 et 400. 

PSM selon la revendication 9, caracterise en ce que le dispositif de 
collection de lumiere (9) comporte en outre un systdme de mise au 
point fine a chaque grossissement. 

PSM selon la revendication 10, caracterise en ce que le systeme de 
mise au point fine est pilote a partir d'un tableau de bord (10) situe en- 
dehors de I'espace de travail et/ou solidaire de I'une des parois 
definissant I'espace de travail. 

PSM selon I'une quelconque des revendications 5^11, caracteris§ en 
ce que le dispositif de collection de Iumi6re (9) est reli6 a un dispositif 
d'enregistrement des images collect§es. 
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13. PSM selon la revendication 12, caracterise en ce que le dispositif 
d'enregistrement des images est un ordinateur equipe de moyens de 
stockage de donnees. 

14. PSM selon Tune quelconque des revendications 5 a 13, caracterise en 
5 ce qu'il comporte un ecran d'obsen/ation (11) solidaire de Tune des 

parois definissant Tespace de travail, ledit ecran permettant de 
visualiser les images collect6es par le dispositif de collection de 
lumiere (9). 

15. PSM selon la revendication 14, caracterise en ce que Tecran 
10 d'observation (11) est un ecran plat integre a la paroi posterieure (3) 

de I'espace de travail. 

16. PSM selon Tune quelconque des revendications 1 a 15, caracterise en 
ce qu*il comporte en outre une zone de gazage des echantillons, 
comportant une arrivee de gaz (12), une enceinte permettant le 

15 confinement du gaz (13), et un dispositif de connexion (14) reliant 

ladite arrivee de gaz (12) a ladite enceinte (13). 

17. PSM selon la revendication 16, caracterise en ce que i'enceinte (13) et 
le dispositif de connexion (14) reliant Tarrivee de gaz (12) a ladite 
enceinte (1 3) sont facilement demontables. 

20 18. PSM selon la revendication 17, caracterise en ce que I'enceinte (13) et 
le dispositif de connexion (14) reliant Tarrivee de gaz (12) a ladite 
enceinte (13) sont des pieces rapportees. 



19. 



PSM selon Tune des revendications 16 a 18, caracterise en ce que 
rarrivee de gaz (12) est integree a Tune des parois verticales (2) et (3) 
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definissant I'espace de travail, et en ce que l enceinte (13) est une 
cloche transparente. reliee a I'arrive de gaz (12) par un tuyau. 

PSM selon Tune des revendications 16 a 19, caracterise en ce que le 
dispositif de connexion (14) reliant I'arrivee de gaz & I'enceinte 
comporte une collerette protectrice (15) destinee a proteger Tarriv^e 
de gaz (12) des projections. 

PSM selon I'une quelconque des revendications 1 a 20, caracterise en 
ce qu'il comprend en outre des moyens de saisie de donnees. 

PSM selon la revendication 21, caracterise en ce que lesdits moyens 
de saisie de donnees comprennent un clavier tactile (16) solidaire du 
plancher (1) definissant I'espace de travail. 

PSM selon la revendication 21. caracterise en ce que lesdits moyens 
de saisie de donnees comprennent un ecran et une aire de controle 
d'un pointeur, ladlte aire de contrdle etant solidaire du plancher (1), et 
ledit pointeur etant propre a permettre Tactivation de touches 
predefinies mat6rialisees sur I'ecran. 

PSM selon I'une quelconque des revendications 21 a 23. caracterise 
en ce que les moyens de saisie de donnees sont relies a un 
ordinateur. 

PSM selon I'une quelconque des revendications 1 a 24, caracterise en 
ce que les parois (1-5), definissant I'espace de travail sont planes et 
constituees de materiaux lisses. lavables et resistant aux produits 
d'entretien. 
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PSM selon Tune quelconque des revendications 1 a 25, caracterise en 
ce que le plancher (1) est constitue d'un ou piusieurs elements 
demontables et jetables ou sterilisables par autoclave. 
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